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RESUMO

JANSEN GONZALEZ, S.Estratégias de uso de sementes como recurso alim@nem
Chalcidoidea (Hymenoptera)[tese]/ Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Pdtédauldade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preai3. 79f.

Vérias linhagens de insetos holometabolos conwargiem relacdo ao uso de sementes como
recurso alimentar. Em Chalcidoidea (Hymenopterpyealacdo de sementes surgiu de forma
independente em seis familias. Na maioria dos aa$&wea adulta deposita ovos em sementes
imaturas ou ja formadas, com uma larva sedentérialimmentando de uma Unica semente.
Diferentemente de outras estruturas da planta sergemé geralmente bastante rica em
nutrientes, mas esse ganho nutricional estd cam#idd por processos complexos inter-
dependentes que envolvem tecidos com origem divé&isias caracteristicas podem impor
restricbes ao desenvolvimento larval e selecioressim, tracos nas larvas relacionados as
estratégias de utilizacdo dos recursos. O preseitalho estudou o processo de predacdo de
sementes envolvendo espécies de cinco linhage@haeidoidea e suas plantas hospedeiras:
(1) Pegoscapussp. (Agaonidae: Agaoninae) Fcus citrifolia (Moraceae), (2)darnes sp.
(Agaonidae: Sycophaginae, grudtavicollis) — Ficus citrifolia, (3) Eulophidae sp. —
Philodendron bipinnatifidum(Araceae) (4) Bephratelloides pomorum(Eurytomidae) —
Annona crassifloralAnnonaceae) e (SMegastigmus transvaalens{3orymidae) —Schinus
terebinthifolius(Anacardiaceae). Para tal, foram realizados exgetios para avaliar a relacao
entre a embriogénese na semente e o desenvolviemaova. As estratégias larvais diferiram
entre as espécies que ovipositam durante a rewkues da flor pistiladai.€., Eulophidae sp.,
Idarnessp. ePegoscapusp.), e as que ovipositam mais tardiamente na geneem formacao
(i.e., B. pomorune M. transvaalensis As larvas das espécies que ovipositam precodensen
especializaram em galhar 6vulos da planta ou semémtaturasPegoscapusp. especializou-

se em galhar o endosperma da semente. Nesta espguidinizacdo realizada pela vespa
fémea durante a oviposi¢do garante recursos adadimninui as probabilidades de aborto das
flores na inflorescéncia. Por outro laddarnes sp. e Eulophidae sp., espécies que nao
polinizam, sdo menos dependentes da polinizacgazea de induzir galhas em flores ndo
polinizadas. As espécies que ovipositam tardiamaedéam a estratégia de interferir pouco no
desenvolvimento inicial da semente, acelerandoka ¢t consumo quando o endosperma e
embrido atingem a maturidade. Os resultados ap@ampédtese de que 0S processos
embriogénicos da planta séo forcas seletivas irapt@$, que geraram solucdes diversificadas
e convergentes, em alguns casos, de explorac&Tulsos de sementes de angiospermas.

Palavras-chave: biologia larval, desenvolvimentwal€doidea, predacdo de sementes.



ABSTRACT

JANSEN GONZALEZ, S.Strategies of seed utilization as alimentary resoge in
Chalcidoidea (Hymenoptera)[thesis]/ Ribeirdo Preto: Universidade de S&o ®dehculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Préail 3. 79f.

Several lineages of holometabolous insects condeigethe way they use seeds as an
alimentary resource. In Chalcidoidea (Hymenopteed predation emerged independently in
six families. In most cases, the adult female osifsoon developing seeds with a sedentary
larvae feeding on a single seed. The seed can togiamally rich when compared to other
plant structures, but that nutritional growth imditioned by complex interdependent processes
involving tissues of diverse origin. This conditi@an impose important restrictions to the
larval development and select larval traits relatethe optimal exploitation of resources. This
research studied the seed predation processevimydive lineages of Chalcidoidea and their
corresponding host plants: (BPegoscapussp. (Agaonidae: Agaoninae) Ficus citrifolia
(Moraceae), (2)darnessp. (Agaonidae: Sycophaginae, grdfavicollis) — Ficus citrifolia, (3)
Eulophidae sp. —Philodendron bipinnatifidum(Araceae) (4) Bephratelloides pomorum
(Eurytomidae) —Annona crassiflora(Annonaceae), and (5Megastigmus transvaalensis
(Torymidae) —Schinus terebinthifoliugAnacardiaceae). Experiments were carried out to
evaluate the relationship between the embryologioatesses taking place inside the seed and
larval development and exploitation of resourcearval strategies differed between those
species that oviposit during flower receptivitye( Eulophidae sp.,ldarnes sp., and
Pegoscapussp.) and those that oviposit on developing seed@s 8. pomorumand M.
transvaalensis Larvae from species that oviposit in early pkabkave specialized in gall
induction on plant ovules or immature sedédsgoscapusp. specialized in gall induction of
endosperm. In this species, simultaneous pollinaditd oviposition by the adult female ensure
resources for the larvae and diminish the abopi@babilities of the inflorescence. Females of
Idarnessp. and Eulophidae sp. do not pollinate, and laraitls have been selected to induce a
gall on the flower and diminish abortion probalil©®n the other hand, in species that oviposit
on developing seeds the larva developed traits alatv normal seed development in early
phases and accelerate consumption when endospetnemhbryo attain maturity. Results
support the hypothesis that seed ontological peaseksave been important selective forces that
have led to varied and even convergent solutionsekpurce exploitation of Angiosperm seeds
in Chalcidoidea.

Keywords: larval biology, development, Chalcidoideaed predation.
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1 INTRODUCAO

A exploragcédo das plantas como recurso alimentarapwépodes herbivoros tem uma
longa historia no ambiente terrestre (Labandei@®72 No caso especifico dos insetos, esta
relacdo surgiu ha aproximadamente 390 milhdes dg, @onsistindo em interacdes dinamicas

e em constante coadaptacgéo (Labandeira, 1997).

Assim como ocorre com outras estruturas da plantexploracdo de sementes como
recurso alimentar por insetos evoluiu de forma pedelente em varias ordens de insetos.
Algumas espécies de insetos holometabolos (primg#e Diptera, Hymenoptera,
Lepidoptera e Coleoptera) se especializaram naegio de sementes em formacdo. Nestes
grupos, a oviposicao pela fémea adulta é realizgadalgum momento do desenvolvimento da
semente e a larva sedentéria se desenvolve ensentdi dos tecidos em formacao (Milliron,
1949; Brody, 1992; Pereiet al.,1997; Pellmyr, 2003; Ostergaed al.,2007; Ramos-Ordonez
et al.,2008).

Fatores multiplos, tais como ontogenia, localizagéotro da planta, fenologia, defesa e
histéria evolutiva dos grupos de plantas restringerapacidade e a preferéncia de exploracéo
de recursos por parte do inseto. Essa série dedest certamente atuam como forcas seletivas
importantes que moldam as redes de interacOes iasgt®s e plantas (e.g. generalistas vs.
especialistas em relagédo ao hospedeiro - Price; Z8ifauss e Zangerl, 2002; Schoonhoven,
2005).

Comparado a outras estruturas da planta, as sesygarEmente concentram altos teores
de minerais, Oleos e proteinas (Fenner e Thom2&frs), 0 que as torna recursos alimentares
de alta qualidade. No entanto, o acesso a ess&soe@ condicionado aos processos
ontogenéticos e embriolégicos das plantas, querpadear como filtro aos insetos herbivoros
(Fenner e Thompson, 2005; Lersten, 2004). As saaesito estruturas complexas, formadas
por tecidos provenientes de organismos distintasmbrido (novo esporofito), o endosperma
(xendfito), tecidos do espordfito (envoltérios ecald) e do gametofito feminino (cavidade
onde se encontram o embrido e o endosperma). Esgasuras derivam da embriogénese
vegetal, a qual apresenta uma sequéncia tempdexti@pendente, com origens e funcdes
distintas dos tecidos/organismos que compdem argenleersten, 2004). Nas fases finais de
seu desenvolvimento, tanto o fruto quanto a semeodem desenvolver envoltdrios rigidos

que funcionam como barreiras fisicas. Todas estacteristicas restringem a janela temporal
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adequada a oviposicao pelo inseto e levam a vasagdtricionais e fisioloégicas dos tecidos ao
longo do desenvolvimento (Fenner e Thompson, 2006%)ondo restricbes ao consumo pela
larva.

Para a maioria dos insetos fitéfagos a relacdoederd/olvimento da larva e da semente
€ conhecida parcialmente (Milliron, 1949; Batigt®67; Valverdeet al. 1998). Um dos poucos
casos estudados em detalhe € a interacdo de vpspagadoras-figueiras, no qual o
desenvolvimento da larva e da semente é sincramigdmhri e Konar, 1956; Joseph, 1984;
Jansen-Gonzalez et al., 2012). A aplicagdo do estudogenético nessa interacdo revelou
adaptacOes refinadas da larva da vespa em relacéesanvolvimento da semente (Jansen-
Gonzalez et al., 2012).

N&o sao conhecidos estudos comparativos abordasulategias de exploragdo de
recursos relacionados as sementes em insetos.effstgue comparativo € necessario para
formular possiveis cenarios evolutivos dessasagss, utilizando preferivelmente sistemas
que envolvem organismos similares ou evolutivampragimos.

Seguindo essa linha, a superfamilia Chalcidoideang@hoptera) é um grupo adequado
para avaliar comparativamente as estratégias liteagfio de sementes por insetos. Esse grupo
€ composto majoritariamente por parasitoides enfiagoed, sendo a fitofagia restrita a sete das
20 familias descritas. A predacdo de sementes, aticydar, € relatada em seis familias do
grupo: Torymidae, Eurytomidae, Agaonidae, EulopbjdRteromalidae e Tanaostigmatidae
(Gibson, 2006), ocorrendo modos variados de utifimadeste recurso. O sucesso destas
familias para explorar sementes é evidenciado fuedaassociacdo com familias tdo variadas
como Anarcardiaceae, Annonaceae, Aquifoliaceae;e@® Cupresaceae, Fabaceae, Moraceae,
Myrcinaceae, Pinaceae, Rhamnaceae, Rosaceae ecSgogae (Gibernau et al 2002; LaSalle,
2006; Hanson 2006; Gates 2006).

De modo geral, o consumo de sementes por vespdsiddidea pode ser agrupado em
duas estratégias principais. A maioria dos casolee a oviposicao pela fémea em sementes
de frutos em formacéo, quando polinizacdo a fesijiio jaA aconteceram. Neste caso, a vespa
depende diretamente dos processos embriologicasopéencdo do recurso. Em todos os casos
a polinizagdo € realizada por outros agentes. Disss especies objeto deste trabalho,
Bephratelloides pomorum(Eurytomidae) associado a espécies do génArmona
(Annonaceae) &legastigmus transvaalengi$orymidae) associado $chinus terebinthifolius

(Anacardiaceae), pertencem a este grujmonaé polinizada por besouros (Gottsberger,
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1999) enquantdS. terebinthifoliusé polinizada por uma comunidade variada de insetos
(Fragoso, 2009).

Outra estratégia consiste em ovipositar em ova@#gofiores pistiladas antes ou durante a
receptividade floral, quando polinizacdo e feréifdo estdo por acontecer. As espécies objeto
do estudo pertencentes a este grupoPsEgmscapusp. (Agaonidae: Agaoninadyjarnessp.
(Agaonidae: Sycophaginae) e Eulophidae sp. Pagagespo é mais incerto se a larva depende
da polinizagéo e subsequente fertilizagcdo parabexipbds recursos.

No caso do mutualismo entre vespas polinizadorgagAidae: Agaoninae) e plantas do
géneroFicus(Moraceae), a oviposicao é realizada concomitaptinizacdo. EnPegoscapus
sp, 0 desenvolvimento da larva e da semente sdo extrenta sincronizados, com a formacéao
da galha dependente do endosperma (Jansen-Goretdbdz 2012). Isso sugere uma alta
dependéncia da larva da vespa a polinizacdo éZagho do saco embrionario. No entanto,
desconhece-se com certeza até que ponto o polmizighende da polinizacéo e fertilizacao
para seu desenvolvimento.

Em Idarnessp. (Agaonidae: Sycophaginae) associaficas e Eulophidae sp. associado
a Philodendron(Araceae) a polinizacdo € realizada por outracismie inseto paralelamente a
oviposicdo da vespa fémea. Patarnessp., vespas do géneRegoscapugpolinizamFicus
enquanto que para Eulophidae sp. sdo besouros mkeroggrioscelis os que polinizam
Philodendron(Gottsberger e Amaral, 1984; Gottsberger e Silhexhal991; Gibernau et al.,
1999) Para ambos os casos sédo desconhecidas as adapiagba exploragao dos recursos e
a influéncia da fertilizacdo do saco embrionaris estrategias de exploracao.

Estas caracteristicas tornam Chalcidoidea um gragequado para um estudo
comparativo de mecanismos de predagdo de semeptesngetos. Na presente tese,
verificamos se o ajuste fino do desenvolvimentgdbem relacdo a embriogénese da planta,
observado no sistema mutualistiEecus — vespas de figo (Jansen-Gonzalez et al., 2012),
ocorre em outros grupos de Chalcidoidea. Parairagstigamos sistemas evolutivamente
independentes de parasitismo de sementes em espé&riencentes a quatro linhagens da
superfamilia Chalcidoidea — i.e., Agaonidae, Euidaé, Eurytomidae e Torymidae, para testar
a hipotese de que em sistemas de predacdo de ssmeiste uma alta dependéncia do
desenvolvimento dos tecidos/organismos seminaipade da larva. Isso sugere a existéncia

de estratégias ao nivel larval intimamente ligaamssprocessos embriogénicos da planta.
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2 OBJETIVOS

Geral

Investigar como vespas fitdfagas utilizam semeptga 0 seu desenvolvimento larval,
buscando entender como esse habito alimentar gpavem diferentes linhagens de
Chalcidoidea.

Especificos

v' Avaliar a dependéncia de vespas mutualisticas ipatioras (Agaonidae) e néo-
polinizadoras (Agaonidae: Sycophaginae e Eulophidgaolinizacdo e fertilizacdo do
saco embrionario;

v' Avaliar quais tecidos/organismos da semente sdsucodos em cada estadio larval,
buscando investigar as estratégias de utilizac&relcursos pelos insetos (local de
deposicdo dos ovos, crescimento em relacdo ao d¥gmmento da semente e
especializacdo por tecidos da semente) em cinériespde Chalcidoidea.

11



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies Estudadas
Foram estudadas cinco espécies, representandoo dfaatilias de Chalcidoidea. Na

sequéncia sdo descritas brevemente cada espéngetiee sua planta hospedeira.

Pegoscapussp. (Agaonidae: Agaoninae) € a espécie polinizader&icus citrifolia
(Moraceae). Vespas fémeas dessa espécie entrafigo®geceptivos, polinizam as flores e
ovipositam em algumas delas (Figura 1A). Assim, ulaa se desenvolve por flor
ovipositada, galhando os tecidos da semente emnddsignento (Jansen-Gonzalez et al.,
2012).

Idarnes(grupoflavicollis, Agaonidae: Sycophaginae) é uma espécie galhadsaiada
aos figos de. citrifolia (Figura 1B). Vespas dessa espécie ovipositam uragpantes ou no
mesmo periodo que as vespas polinizadBegoscapusp. (Elias et al. 2008). O hospedeiro,
F. citrifolia € uma espécie pertencente ao subg8derstigma secadcAmericanaendémica da
América (Berg e Villavicencio, 2004).

Figura 1. Vespas associadas-gus citrifolia. A- Fémea dé>egoscapusp. entrando ao figo. B-
Fémeas dédarnesgrupoflavicollis ovipositam desde fora do figo.

12



Vespas da familia Eulophidae parasitam sement&hiledendronspp. (Gibernaet al.,
2002) A chegada de vespas acontece no periodo receqisdflores pistiladas. Segundo
Gibernau et al. (2002) a espécie é predadora derdes) comprometendo a reproducdo da
planta. Vespas que pertencem ao mesmo género feg@ortadas por Ferriere (1924) p&a
bipinnatifidum (chamado por Ferriéere comf@d selloun), uma espécie com distribuicdo no
sudeste da Ameérica do Sul (Gottsberger e Amar&4;1Mayo, 1991). Dentro do campus da
USP de Ribeirdo Preto se encontram individuo®.dapinnatifidumem jardins e ocorrendo
naturalmente como hemiepifitas (Figura 2A). Cadiividuo pode produzir entre 10 e 20
inflorescéncias (Figuras 2A-B). A polinizacdo nme® é realizada por besouros (Gottsberger
e Amaral, 1984; Gottsberger e Silberbauer, 199%efiauvet al.,1999) (Figuras 2 C-D).

Embora as vespas galhadorasPdsolimoesenséram determinadas como pertencentes
ao génerdexurus o posicionamento € equivocado e um novo géneéacseado descrito (Gates
et al. em prep.). No presente trabalho a espésaiagia &. bipinnatifidum(Figura 2E) sera

chamada de Eulophidae sp.

Megastigmus transvaalens{orymidae) é uma espécie originaria da Africa, doie
introduzida acidentalmente na América (Schefferrisg8ll, 2003), e consome sementes da
espécie nativa do Brasfchinus terebinthifoliugAnacardeaceae — Perioto, 1997; Cuda et al.
2002). Esta vespa oviposita através da paredeuttessfem formacéo (Figura 3A). Plantas da
espécieS. terebinthifoliuséo arvores de pequeno porte, didicas, com pataz entomofilica,
nativas do sudeste da Ameérica do Sul (Lorenzi, R0@ZXloracdo deS. terebinthifoliusse
estende ao longo do ano, com o periodo de flonagds intenso entre os meses de fevereiro e

abril (Cesario e Gaglianone 2008; Fragoso, 2009).

Vérias espécies de vespas do gémaphratelloidegEurytomidae) sédo relatadas como
predadoras de sementes de espécies de Annonacgesel{@ Foster, 1996Bephratelloides
pomorumoviposita no comec¢o do desenvolvimento da sendafenona crassiflorgBraga-
Filho et al., 2007) (Figura 3B). Esta espécie ndespecifica, pois ataca sementesAde
muricatae A. squamosdaambém. O ciclo larval desta espécie da vespadrii@6 a 82 dias
quando infestaAnnona squamoséPereira et al., 1997). Em plantas do géngmmonaa
polinizagdo é realizada por besouros em sua mg@atsberger, 1999).

13



Figura 2. Aspectos d€hilodendron bipinnatifidumA- Individuo no campus da USP- Ribeirdo
Preto. B- Detalhe inflorescéncia aberta. C- Bespotmizador visitando inflorescéncia. D-

inflorescéncia em fase de antese. E- Vespa Eulaplid. ovipositando em flores pistiladas.

Figura 3. A- Fémea ddegastigmus transvaalensigipositando em fruto d8chinus terebinthifolius

B- Fémea d8ephratelloides pomorumvipositando em fruto d&nnona crassiflora
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3.2 Areas de estudo
Os estudos das espéciesgoscapussp., ldarnes sp., Megastigmus transvaalenses
Eulophidae sp. foram desenvolvidos no campus da ¥UR®PRibeirdo Preto (21°10'S;
4T7°48'W).
O experimento corBephratelloidepomorumfoi desenvolvido em Goiania, em uma
colecaocex-situde plantas frutiferas do Cerrado da Escola deramia e Engenharia de

Alimentos da Universidade Federal de Goias, car§amsambaia.

3.3 Coleta dos dados

3.3.1 Dependéncia da polinizacao

Para avaliar a dependéncia da fertilizacdo dasdlpor parte de vespas dos sistemas
Pegoscapussp. - Ficus citrifolia e Eulophidae sp. Philodendron bipinnatifidum foram
realizados experimentos de oviposicdo e polinizag@drolados. Para isto, inflorescéncias
jovens foram isoladas com sacos de tecido “voildlfra com diametro < 0,5 mm). Quando as
flores atingiram a fase receptiva, quatro trataoeeribram instalados: (1) polinizagdo com
vespa, (2) polinizagcdo sem vespa (controle positif®) vespa sem polinizacdo e (4) sem
polinizacdo sem vespa (controle negativo). O tratdmcontrole positivo serviu para avaliar o
desenvolvimento dos tecidos/organismos sem a mflaédas vespas. O tratamento controle
negativo avaliou a capacidade de reten¢édo das fl@euséncia de polinizacdo. A polinizacéo
manual foi feita utilizando poélen de inflorescéiscizoletadas de outras plantas, para evitar
possiveis efeitos de endogamia e/ou incompatilbiédgenética. As inflorescéncias tratadas

foram monitoradas a cada 2-5 dias e foram quaadiéis as inflorescéncias abortadas.

Os experimentos de dependéncia da polinizacdo o@onf realizados nos sistemas
Idarnes— Ficus, Bephratelloides — AnnoraMegastigmus — Schinu& capacidade das vespas
de Idarnes(grupo flavicollis) de se desenvolvem em ovarios nao fertilizadosléononstrada
previamente (Elias, 2008Rephratelloides pomorura M. transvaalensispor outro lado, sao

dependentes da polinizagcdo, uma vez que depositasnenn frutos ja formados.
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Na sequéncia sédo descritos detalhes metodolégisosistemas manipulados.

Pegoscapusp.-Ficus citrifolia

Nesse sistema, o desenvolvimento da larva em @v@otnizados e o da semente na
auséncia de larva foram previamente estudadose(@d@bsnzalez, 2009). Ha relatos de que
vespas polinizadoras diecus sdo capazes de se desenvolver em ovarios nadapdts (Galil
e Eisikowitch, 1971, Jousselin et al., 2003). Rali@do o desempenho dRegosacapusp.
sob trés cenarios: “vespas sem polen”, “vespaspzan” e “sem vespa”.

Os experimentos foram realizados em trés coorte®sigas, cada uma em um individuo
deF. citrifolia diferente, entre abril e novembro de 2011. Em éadare, cerca de 60 figos em
fase inicial de desenvolvimento (antes da fasepte@g foram ensacados, evitando 0 acesso
das vespas polinizadoras. Uma vez na fase recepsviigos foram descobertos e uma vespa
introduzida por figo, colocando-a gentilmente pettoostiolo do figo. Apds a introducéo, os
ramos foram novamente ensacados para evitar coagdesgspas inquilinas e parasitoides. No
tratamento “sem vespa” os figos eram descobertosbertos de novo sem introdugdo de
vespa. Cada tratamento contou com 20 figos conlizagpom todos os tratamentos realizados
um mesmo dia. As vespas utilizadas nas introdu¢desn obtidas de figos em fase de

emergéncia das vespas provenientes de outras sirvore

Como a polinizacdo das flores Beus é mediada pela vespa, para o tratamento “vespa
sem poblen” foi necesséario obter insetos livres diemp Para tal, figos foram coletados um
pouco antes da emergéncia das vespas. Em laborabd8rifigos foram abertos e as galhas
contendo fémeas fertilizadas (com presenca de peqaeficio na galha indicando que a
fémea ja fora acasalada) foram retiradas e isolaatasaco de tecido “voil” até a emergéncia
das vespas. Esta técnica evita o contato das vespa®s anteras e a consequente coleta de
pblen pelas vespas. Para se certificar da aus@ec@dlen nas vespas, uma subamostra dos
individuos emergidos foi obtida e seus bolsos dermpforam examinados em estereoscopio

sob aumento 40x.

A partir da data de introducgdo as arvores forantadas a cada 2-3 dias para determinar
a quantidade de figos abortados por tratamentoragpldo tempo. Os figos que completaram
seu desenvolvimento apos a aplicacdo dos tratamdaotam coletados antes da fase de

emergéncia das vespas e levados para o laboraisties foram colocados individualmente
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dentro de potes com tampa de tecido “voil” parargémeia das vespas. Uma vez emergidas as
vespas, de cada figo foram quantificados: (1) ndntetal de vespas macho e fémea, (2)
namero total de sementes produzidas e (3) numabde bexigas (galhas vazias onde a larva

morreu antes de completar o desenvolvimento).

Eulophidae sp. Philodendron bipinnatifidum

Os experimentos foram realizados em nove individle® bipinnatifidum No total, 91
inflorescéncias foram utilizadas para aplicar agsges tratamentos: com vespas/com poélen,

com vespas/sem polen, sem vespas/com polen, s@asvesm polen.

As inflorescéncias d®. bipinnatifidumforam ensacadas antes da antese. Quando as
flores pistiladas estavam receptivas, os tratarsefdoam aplicados e as inflorescéncias
novamente ensacadas para evitar o acesso de in&giosnizacdo foi realizada com pincel
impregnado de polen de outros individuos Riebipinnatifidum Para os tratamentos que
envolviam oviposicao das vespas, 30 vespas fénoeas fintroduzidas por inflorescéncia na

fase de antese.

A partir do dia de introducdo de vespas/polinizag&anflorescéncias eram visitadas em
intervalos de 4-5 dias para quantificar a taxa Hberta por tratamento e individuo. As
inflorescéncias/infrutescéncias que eram retideaniocoletados antes da fase de emergéncia
das vespas e levadas para o laboratério. Cadaasdé@ncia foi colocada dentro de um saco
“voil” para emergéncia das vespas e depois dissscpdra quantificar: (1) nimero total de
frutos/flores, (2) numero total de flores com ga{B) numero total de frutos com sementes,

(4) numero total de frutos com galhas e sementes.

3.3.2 Desenvolvimento larval

O desenvolvimento larval foi estudado em floreséfslovipositados de forma controlada.

Para isto, flores/inflorescéncias jovens foram emdas previamente e polinizadas
manualmente na fase de antese, conforme metodaleg@ita anteriormente. Na sequéncia,
essas flores foram oferecidas as vespas para @aposilurante 24-48 horas. A fase de

desenvolvimento na qual ocorre a oviposicao foemmeinada por dados da literatura e por
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resultados de experimentos prévios. Os tamanhosteaisoutilizados e os intervalos de coleta

em cada sistema estudado sé&o apresentados naltabela

A partir do dia de introdugédo das vespas, uma &@ae frutos/flores coletados foram
fixados em FAA 50 e estocados em alcool 70%. Pddematerial foi dissecado sob
estereoscopio. Os estadios imaturos dos insetoamfoextraidos e fotografados em
estereoscopio Leica MZ16 acoplado a uma camerdaldigd comprimento do corpo foi

mensurado usando o programa IM50 L8fca

Na sequéncia sado descritos detalhes metodolégissistemas manipulados.

Pegoscapus — Ficus citrifolia

As informacbes sobre o desenvolvimento larvaPdgoscapusp. emF. citrifolia foram
obtidas de Jansen-Gonzalez (2009) e Jansen-Gormt&ke42012).

Idarnes — Ficus citrifolia

Para esse sistema o desenvolvimento larval foidadtu em flores polinizadas e néo
polinizadas. Para o tratamento com polinizacacwabse polen de figos coletados de outros
individuos deF. citrifolia com anteras maduras e levados ao laboratorio.nfeyas foram
retiradas e colocadas em solucdo de agua - sacatspara liberacdo do pdolen. Ramos
contendo figos jovens foram ensacados com tecidd”“para evitar o acesso de insetos.
Quando os figos atingiram a fase receptiva, a pelgio manual foi realizada injetando-se
com uma seringa a solucdo com polen, através dolmsio figo. Na sequéncia, foram
introduzidas fémeas déarnesnos ramos ensacados. Para o tratamento sem po#nizas
vespas foram introduzidas sem polinizar previamestdigos. Os figos manipulados foram
mantidos ensacados durante todo o periodo do exgeid, para evitar 0 acesso de outros
insetos. A partir da data de introducao das vegpadjgos foram amostrados em intervalos de
2 dias para dissecacdo e observacdo do desenvoteinferval. Os experimentos foram

desenvolvidos durante setembro de 2010 e entmmbriee outubro de 2011.

Alguns figos abortados e n&do abortados do tratamn&®m poélen” foram levados ao
laboratério, fixados em FAA e estocados em alcachmepois quantificar as galhasldi@rnes

sp., uma vez que os ovarios galhados séo recomi®devido a que incham poucos dias apés
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a oviposicao.

Bephratelloides pomorumAnnona crassiflora

Botdes florais de nove individuos de crassifloraforam ensacados e, na fase de antese,
polinizados manualmente com um pincel e novamemsacados dentro de um intervalo de
48h para garantir homogeneidade de desenvolvinenite frutos. Apds quinze dias os frutos
tratados de todas as arvores foram descobertasjtipeio o acesso natural de fémeasBde
pomorum Nesse experimento ndo foi possivel manipulart@dncdo de vespas nos frutos
ensacados, devido a dificuldade em coletar osaaset natureza. Os frutos descobertos foram
monitorados e a oviposicdo de vespas acompanhaliego de 48h, para depois ensacar 0s
frutos e evitar acesso de outros insetos. Um draidala oviposicdo das vespas foi realizada
uma primeira coleta de trés frutos, e a partir @elss foram realizadas coletas a cada sete dias
de 2-3 frutos. A polinizacéo foi realizada o 27otéubro de 2012 e a coleta desenvolvida entre

novembro de 2011 e janeiro de 2012.

Megastigmus transvaalensisSchinus terebinthifolius

Ramos contendo aproximadamente 100 botbes floomamnf ensacados. Na fase de
antese, aproximadamente 50 flores por ramo foralmipamdas manualmente e as demais
removidas para nao interferirem no experimento. €3bdste de flores ndo polinizadas,
comumente usado em experimentos de biologia flaé, interferiu no desenvolvimento dos
frutos nesse experimento. Apos 15 dias, vespasariogam introduzidas por ramo, para 0s
tratamentos de oviposicdo. As vespas foram mandidesnte 24-48 horas e depois removidas.
A partir dessa data 10 frutos foram coletados aacad dias. Os experimentos foram
desenvolvidos entre fevereiro e abril de 2012 eortes de vespas de quatro individuosSde

terebinthifolius

3.3.3 Desenvolvimento das galhas/sementes

Parte do material coletado na amostragem sequedemdrita no item anterior foi

utilizado para o estudo do desenvolvimento das s@skgalhas. O nimero de sementes/galhas
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Tabela 1. Tamanhos amostrais e intervalos de cptetao estudo do desenvolvimento larval de cinco

espécies de vespas da subfamilia Chalcidoidea.

Vespa N° de plantas Intervalo de N° flores ou N° de vespas por flor
estudadas coleta (dias) inflorescéncia/planta ou inflorescéncia

Pegoscapus 3 2 4-5 inflor. 4

Idarnes 3 2 4-5 inflor. 4

Eulophidae 4 5 1 inflor. 4

Bephratelloides 9 7 1-2 flores N&o controlado

Megastigmus 4 3-5 100 flores 10

analisadas e o intervalo de tempo entre as amessagariaram de acordo com a espécie

estudada. PaRegoscapusp. eldarnessp. 15 flores foram avaliadas em intervalos dérqua

dias. Para Eulophidae sp. cinco frutos em intesvdcinco dias. PaBephratelloidesp. trés
a cinco sementes galhadas foram avaliadas emaiasrde sete dias. Pdvh transvaalensis

cinco frutos foram avaliados em intervalos de cidies.

Os materiais foram tratados segundo técnicas uslgaisfiltracdo em resina plastica
Leica Historesin® (Gerrits, 1991) e seccionadossene, longitudinalmente, com 5 auf de
espessura, em micrétomo rotativo Leica RM 2245c@tes obtidos foram corados com azul
de toluidina 0,05%, pH 4,4 (O'Briegt al, 1964), observados e ilustrados em um microscopio

Leica DM 4500, acoplado a camera digital Leica DB0G.

3.3.4 Forma de analise dos dados

3.3.4.1 Desenvolvimento larval e das galhas/semente

A partir das medigbes do comprimento do corpo, nfforeonstruidas (1) curvas de
crescimento das larvas (idade tamanho), (2) diagramas de distribuicdo de fregaéngara
delimitacdo dos estadios de desenvolvimento (DEI5), e (3) curvas de aceleracdo do

crescimento (tamanhe- tamanhg,) larval. Os estadios larvais foram determinadosspe
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mudancas abruptas no tamanho corporal, evidencipdis diagramas e por mudancas

morfologicas das larvas.

O desenvolvimento galhas e sementes foi analisadirtha descritiva, associando o
surgimento dos tecidos/organismos vegetais as fisdesenvolvimento larval.
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4 RESULTADOS

4.1 Pegoscapusp - Ficus citrifolia

Os figos retidos no tratamento “vespa sem poélerd pébduziram sementes. Quando
comparados ao tratamento “vespas com poélen”, pi@inzim nimero menor de vespas e um

namero maior de bexigas (Tabela 2).

Tabela 2.Efeito da polinizagéo sobre o desenvolvimentordéeplePegoscapusp. em trés arvores de
F. citrifolia. N = nimero de figos manipulados; n = nUmero gesfiem que a prole completou o
desenvolvimento. Valores representam a média Hialeswrao das variaveis quantificadas.

Arvore N Aborto (%) n Sementes Bexigas Vespas Rae&oal

a) Figos polinizados

1 23 43 14 132,8+30,1 15,8 £5,0 2146 £42,4 9@,0,03

2 19 45 10 136,1+21,8 559+19,0 1854+26,4 07@0,03

3 20 0 20 166,0 +50,2 16,3+9,3 132,7 + 33,8 @ 0803

(b) Figos néo polinizados

1 19 100 0 - - - -

2 19 84 3 0.0 199,0+56  72,33+20,6 0,06 £ 0,05
3 19 0 19 0.0 104,3+37,5 93,2+46,7 0,08 £ 0,04
(c) Controle (sem vespa)

1 20 100 0 - - - -

2 20 100 0 - - - -

3 20 100 0 - - - -

Todos os figos do tratamento “sem vespa’ abortaegresentando um pico de aborto
entre o 10° e 15° dia apds o inicio do experimeNtotratamento “vespa sem pdélen” a maior
parte dos figos abortaram, com os picos de aboitwidindo com aquele do tratamento “sem
vespa’. No tratamento “vespa com pdlen” pouco mel@ometade dos figos foram abortados,
em intervalos de tempo variaveis (Figura 4).

No geral, o desempenho das vespas foi afetado iveagainte pela auséncia de
polinizacdo. Mesmo nos figos que se desenvolveranratamento “vespa sem pdlen” (i.e.
arvores 2 e 3), o numero de vespas que atingirdasea adulta foi menor e 0 niumero de

bexigas foi maior, indicando maior mortalidade ¢rv
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4.2 Idarnes sp. — Ficus citrifolia

As larvas dddarnessp. se desenvolveram normalmente em sicOnios riéwzadas. Em
quatro das seis repeti¢cdes do tratamento vespapaanzacéo houve uma alta taxa de aborto
de figos (Tabela 3). Aparentemente os figos com amemimero de galhas (Figura 5)

apresentam maiores chances de serem abortadota(3abe

Tabela 3.NUmero de galhas em experimentos de desenvolvinteitiarnessp. em siconios nao

polinizados dd-icus citrifolia. NQ = ndo quantificado, N = n° de figd&lores representam a

média + desvio padrdo das variaveis quantificadas.

Arvore1 Arvore2  Arvore 3 Arvore 4  Arvore 5 Arvore 6

% Siconios 93% 87% 100% 100% 0% 35%
abortados (N=27) (N=56) (N=44) (N=190) (N=270) (N=292)
galhas/siconio 1fé2 * NQ 1fi81i 2;,32 + NQ 37,1;
abortado 9 ' 8, 30,
(N=25) (N=41) (N=176) (N=138)
gahasisiconio 3> % &7 NQ NQ 1569+ 1203:
ndo abortado (N=2) (N=7) (N=25) (N=9)

Figura 5. Galhas dédarnessp. cinco dias apos oviposicdo. A. Galhas em umdlgprtado; B.

comparacdo flor galhada (esquerda) e flor ndo dall@ireita).
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Tabela 4 Intervalos de tempo e tamanho corporal em cadaiesdeldarnessp, em duas arvores

deFicus citrifolia..

o Ocorréncia Comprimento Largura
Estadio _
(dias) (mm) £ DP (mm) £ DP

ovo 2a4 40 0,110 + 0,011 0,060 + 0,007
3 L1 6al0 60 0,206 + 0,059 0,113 + 0,032
Arvore 5

L2° 12al6 60 0,745 £ 0,207 0,232 £ 0,062

L3*° 18a24 80 1,507 + 0,291 0,423 £ 0,095

ovo 2a4 40 0,108 = 0,007 0,060 = 0,007
; L1 6al2 80 0,258 = 0,094 0,117 £ 0,031
Arvore 6

L2° 14al6 40 0,689 + 0,181 0,210 + 0,052

L3*° 18a24 80 1,499 + 0,271 0,415 £ 0,078

° presenca de cavidade bucal; * presenca de apdyettal quitinizado; N = nimero de larvas mensisabD® =

desvio padrao.

7

A seguir € apresentado a descricdo dos estadivaslgrara os dois tratamentos
(polinizado e nédo polinizado). Na tabela 4 sao sgrados os dados morfométricos dos
estadios imaturos de Idarnes sp. para as duaseéareon que ocorreram menores taxas de

aborto de figos.

Ovo

O ovo foi encontrado nos dias 2 e 4 apds a oviposiQ ovo deédarnessp. € de formato
oval, ligeiramente plano dorso-ventralmente, com pegueno pedunculo (comprimento +
desvio padrao: 0,110 = 0,011, largura 0,060 + 0/0@7, N = 20 - Figura 6A). O pedunculo é
pouco conspicuo, curto, com mais ou menos um qurtoomprimento do ovo. O ovo foi
encontrado sempre entre 0 nucelo e o tegumentmint® ovario floral, na regido da entrada
do canal do estilete (Figuras 7A-B, 8A-D). O owmafancorado pelo pedunculo do lado interno
do tegumento interno. Tanto nos tratamentos conere polinizacdo foi observado um
incremento de volume nas células do nucelo, pratcipnte aquelas perto do ovo e na regiao
oposta a ele, dentro do ovario da planta (Figural®B Ovulos destes dois tratamentos ndo

apresentaram diferencas perceptiveis. Quando cadpa sementes em desenvolvimento
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(Figuras 8C-D) nota-se claramente diferencas nagfoas nos tecidos do ovario.

Larvas

De acordo com as curvas de crescimento, diferenf@gjuéncia de tamanho (Figuras 9-
11), Idarnes sp. apresenta trés estadios larvais identificados padamcas no tamanho do
corpo. O primeiro estadio larval ocorreu entre ias é-10, o segundo entre os dias 12-16 e 0
terceiro entre os dias 18-24.

Larvas do primeiro ao segundo estadio sdo do &poiferme, ndo havendo segmentagéo
evidente do corpo e pouca diferenciacdo dos org@iemos. Larvas do terceiro estadio séo
hymenopteriformes. A forma do corpo é semelhaniena virgula e a segmentacédo também &

pouco evidente.

Primeiro estadio larval

O primeiro estadio larval foi encontrado no 6°a@és oviposicao (comprimento: 0,206 +
0,059, largura: 0,113 £ 0,032 mm - Figura 6B).

Este estadio larval apresentou a menor taxa deigresto, encontrando-se na parte basal
da curva de crescimento (Figuras 9-10). A locafinageste estadio € sempre entre o espaco
formado entre o nucelo e o tegumento interno. AXalase encontra dentro do nucelo com
células claramente hipertrofiadas quando comparaadeementes em desenvolvimento
(Figuras 7C e 12, comparar 12A-D e 12E-F). As @eélutlo nucelo proximas a larva
continuaram o crescimento observado na fase de ovaitas delas encontram-se vacuolizadas
(Figura 12B). Nos cortes histolégicos de florestidamento “polinizado” néao foi possivel
encontrar embrido vegetal e endosperma bem dedifichdo com a larva. A figura 12D mostra
um suspensor de embrido vegetal, indicando quetibzéegdo ocorreu, no entanto nos cortes
néo foi achado embri&o.
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Figura 6. Estadios imaturos ddarnessp. A. ovo, a seta aponta um pequeno remanescente d
pedunculo; B. 1° instar larval; C. 2° instar lan+E. 3° instar larval.
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Figura 7. Localizagdo dos principais estadios imaturotddenessp. nos ovarios de flores

pistiladas dd-icus citrifolia. As figuras mostram um corte transversal do ova@ddvo (seta). B-
detalhe ovo, a seta mostra cicatriz deixada pédfmositor. C- primeiro estadio larval. D- segundo
estadio larval. E- terceiro estadio larval. F- 8w estadio larval com tecido consumidet= Estilete.

|= Larva.nu= nucelo.o = ovo.
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Segundo estadio larval

O segundo estadio larval iniciou a partir do 122 dp6s oviposicdo (comprimento: 0,745 +
0,207; largura: 0,232 £ 0,062 mm - Figura 6C). @scimento é acelerado, encontrando-se na parte
intermediéria da curva (Figura 10). A posicdo dsdalentro do ovario € a mesma do estadio anterior
(Figura 7D).

Terceiro estadio larval

O terceiro estadio larval foi observado no 18°agias a oviposicédo (comprimento: 1,327
+ 0,222; largura: 0,357 £ 0,081 mm - Figura 6D48la primeira vez foi observada a presenca
de aparelho bucal quitinizado. A posicdo dentrcodério muda neste estéadio, a larva migra
para o polo superior do ovério (Figuras 7 E-F, IBA-O tecido vegetal ao redor da larva
apresenta ceélulas hipertrofiadas, multinucleadas can citoplasma denso, devido
provavelmente a presenca de substancias nutrdizasserva em seu interior. Nesstadiode
desenvolvimento, é praticamente impossivel distingna galha de um ovario polinizado de
outro ndo polinizado. Os tecidos tipicos de umaesgen(embrido e endosperma) se encontram
desdiferenciados e se confundem com o nucelo tanhijgermrofiado desde a primeira fase de
formacédo da galha. Sementes com 0 mesmo tempaosdavidvimento apresentaram embriao
da planta em fase globular e tecidos bem diferdosiéFiguras 13E-F).

A larva continua crescendo e se alimentando dddduipertrofiado, até ocupar toda a cavidade

da galha.

Figura 8. Corte longitudinal de galhas induzidas pdarnese semente normal em estédios iniciais de
desenvolvimento. 2-4 dias ap0ds oviposi¢ao/poliriizaé-D: localizagdo do ovo no ovario da planta,
entre o nucelo e o tegumento. A- Vista geral dedgidhada em tratamento sem polinizacao, area
ponteada corresponde a area em aumento em B. 8hBébcal do ovo. C- Vista geral de flor galhada
em tratamento com polinizacado, area ponteada pamee a area em aumento em D. D- local do ovo.
E- Ovério fertilizado néo ovipositado, area ponteedrresponde a area em aumento em F. F- Detalhe
area micropilare = ovo.ed= Endocarpoex= Exocarpo.it = Tegumento internanes= Mesodermo.

nu = Nucelo.ot = Tegumento externo.
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Figura 12. Corte longitudinal dos ovarios galhados farnese semente normal diécus
citrifolia ovipositado8-10 dias apds oviposicao/polinizacdo. A-D: o pifmestadio larval se encontra
dentro de um nucelo com células hipertrofiadasirAtamento sem polinizacdo, area ponteada
corresponde a 4&rea em aumento em B. B- detalhkedadarva e células do nucelo hipertrofiadas. C-
Tratamento com polinizacdo, area ponteada corrélgpaarea em aumento em D. D- detalhe local da
larva e células do nucelo hipertrofiadas, seta t@p@mestos do suspensor do embrido da planta. E-
Ovério fertilizado néo ovipositado, area ponteastassponde a area em aumento em F. F- Detalhe de
tecidos da semente e nucelo ndo hipertrofiade. Endocarpoex= Exocarpoit = Tegumento interno.

| = Larva.mes= Mesodermonu = Nucelo.ot = Tegumento externo.

34



AR
T P

R -
T A

=,
Lo

35



Figura 13. Corte longitudinal de galhas e sementé-aeis citrifolia 15 dias ap6s
oviposicao/polinizacdo. A- Tratamento sem polinigg@alha com terceiro estadio larval, area
ponteada corresponde a area em aumento em B. B t@deada de tecido induzido e rico em material
de reserva. C- Tratamento com polinizacdo, galhasegundo estadio larval, &rea ponteada
corresponde a &rea em aumento em D. D- larva radimtecido induzido e rico em material de
reserva. E- Semente, area ponteada corresponda ardraumento em F. F- Detalhe de tecidos da

semente, seta aponta a embrido da planta em fasdajlen~endospermd.= Larva.nu = Nucelo.tg

= Tegumentotm= Tecido modificado.

36



37



4.3 Eulophidae sp. — Philodendron bipinnatifidum

6.3.1 Relacao polinizagéo — formacao de galhas

Todas as inflorescéncias do tratamento sem ovi@esiem polinizacdo abortaram. No
tratamento oviposica&gom polinizacdo a taxa de aborto foi baixa, enquagtie as
inflorescéncias do tratamento oviposieg®m polinizacdo apresentaram taxa de aborto maior
que 50%. A retencdo de algumas infrutescénciagendssio tratamento indica que as vespas

conseguem evitar o aborto da inflorescéncia nanaiesée polinizacéo (Tabela 5).

Tabela 5.Taxa de aborto (n° de inflorescéncias avaliadae @arénteses) e produgéo de galhas e
frutos em experimentos efhilodendron bipinnatifidumVer Materiais e Métodos para detalhes dos

experimentos (p. 17). Valores representam a médes¥io padrao das variaveis quantificadas.

Tratamentos

Variaveis Vespas + + - -

Pélen + - + -
Aborto (%) 33 (15) 64 (28) 33(24) 100 (24)
Inflorescéncias retidas 7 5 7 na
Somente galhas 126 £+ 120 239+59 O na
Galhas + sementes 27 £ 28 0 0 na
Sem galhas, sem sementes 44 + 39 34+£23 37137 na
Somente sementes 111 £ 110 0 275+ 96 na
Total flores/frutos 307 +107 273 +52306 + 113 na

O numero total de flores por inflorescéncia vanouito tanto entre inflorescéncias de
um mesmo individuo quanto entre inflorescéncias imdividuos diferentes. Quando a
polinizacdo e oviposicdo acontecem em uma mesnwasaténcia, o sucesso de formacéo de
galhas e sementes apresentou uma relacao inveragproducao predominante de galhas ou
de sementes, com poucas ocorréncias de galhasatesma mesma inflorescéncia.

Nas inflorescéncias onde ocorreu oviposicao eneslo@o polinizadas, a quantidade de
frutos galhados foi alta, chegando a valores sigglaao numero de frutos no tratamento
“polinizacdo sem oviposicao” (Tabela 5). Isto irdigue as vespas sdo capazes de infestar a

maioria das flores de uma inflorescéncia na aus&epolinizagao.
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4.3.2 Desenvolvimento das galhas e larvas
Devido a dificuldade de manipulacdo émbipinnatifidum o desenvolvimento larval
completo foi avaliado apenas em duas inflorescénué polinizadas. A seguir sdo descritos

0s estadios imaturos de Eulophidae sp. e sua ocetagd o processo de formacgao da galha.

Ovo
O ovo (1-5 dias apo6s oviposicao) é de formato iebipicomprimento + desvio padrao:
0,218 * 0,022, largura 0,070 £ 0,007 mm], com umgt pedunculo, varias vezes o0
comprimento do ovo (Figura 15A).
Os ovos sao colocados ao lado do 6vulo da florcerados pelo pedunculo ao funiculo de
cada ovulo (Figuras 16D, 17A-B). Podem-se encowkeamaneira individual ou em grupos de
dois a quatro. O local de insercdo do ovipositeagavel, podendo ser inserido ao lado do

estigma ou através da parede lateral da flor (Rggu6A-C).

Larvas

As curvas de crescimento, aceleracdo do crescimenfeequéncia de tamanho néo
mostraram resolucdo suficiente para delimitar éssaldrvais por meio do tamanho do corpo
(Figura 14). Ao longo das dissecacdes perceberaduas trocas cuticulares, indicando a
possivel presenca de trés estadios larvais. O poraestadio larval ocorreu entre o 5°-15° dia,
0 segundo entre os 20°-25° dia e o terceiro ersr808-35 dia. Todos os estadios larvais
apresentam aparelho bucal quitinizado e o corpdidivem 13 a 14 segmentos (Figuras 15 B-
E).

Primeiro estadio larval
O primeiro estadio larval foi encontrado no 5°a@és oviposi¢ao (comprimento: 0,312 +
0,097, largura: 0,113 £+ 0,050 mm — Figuras 15Bjar&a nesse estadio se encontra no espaco
locular da flor (Figuras 16E-F, 17C-F) e possiveiteese alimenta da mucilagem abundante
nesta cavidade.
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Segundo estadio larval

O segundo estéadio larval foi encontrado no 20%di#s oviposi¢cdo (comprimento: 1,193
+ 0,471; largura: 0,475 £ 0,172 mm - Figuras 13CM®¥egmentacdo neste estadio & pouco
evidente. O inicio do segundo estédio larval cd@aom o inchamento do 6vulo da planta,
tornando evidente a formacdo da galha (FiguraQ§)rocesso de inchamento é causado pela
inducdo desordenada de divisdes celulares no tegamneenucelo do ovulo (Figura 18C). As
células induzidas apresentam vacuolos grandes raulgsdde amido em seu interior. O
processo é acompanhado pela penetracdo da larxeesatda parede de cada ovulo (Figuras
18B-E). ApGs a penetracao da larva, o crescimentiecido continua, envolvendo a larva que
finalmente se posiciona no centro da galha.

O processo de inducdo da galha parece ser bastgréssivo, pois dependendo da
localizacéo da larva dentro da flor, tecidos néepeentes ao évulo da planta podem sofrer
alteracOes similares. A Figura 19 mostra tecidosejmo locular e a parede da proépria flor

sofrendo as mesmas alteracdes descritas para lo eusgumento do évulo.

Terceiro estadio larval
O terceiro estadio larval foi observado no 30°agias oviposi¢cao (comprimento: 2,407 +
0,562; largura: 0,791 = 0,137 mm - Figura 15E).eksttadiopermanece dentro da galha,

consumindo o tecido formado por células hipertdzg (Figura 20), até atingir o estadio de
pupa.
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Figura 15. Estadios imaturos de Eulophidsie A. ovo com peddnculo; B-C 1° instar larval i@sd
em B e 17 dias em C); D. 2° instar larval (25 diEs)3° instar larval (37 dias). Setas indicam ajoar

bucal quitinizado.
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Figura 16. A- Eulophidae ovipositando. B- Ovipositor inserjgielo estigma da flor. C- Ovipositor
inserido lateralmente. D- Detalhe do local de osig&o de Eulophidae sp. em flor pistiladaPde
bipinnatifidum setas mostram dois ovos depositados sobre daydtadta . E- Primeiro estadio larval

(seta) no espaco locular da flor pistilada. F- Detéarva imagem EHun= Funiculo,ov.=6vulo da

planta.
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Figura 17. Corte longitudinal com évulos d® bipinnatifidumcom estadios imaturos de
Eulophidae sp. As larvas ficam livres dentro doaegs locular, encontrando-se em posicdes diferentes
em relacdo ao 6vulo da planta. A-B. Ovulos da pl@om ovo (seta). C-D. Ovulos com larva de
primeiro estadio (setas). E-F. Detalhe larva detrespaco locular, perto do estilete da femd=
endotélio. fun= Funiculo.it = Tegumento internd.= Larva.loc = espaco loculanu = Nucelo.se=

saco embrionario.
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Figura 18. Ovulos deP. bipinnatifidumem processo de formac&o de galha. 20-25 diasoajissicao.
A- Corte longitudinal da flor pistilada. B- Detalla regido destacada em A mostrando o évulo com a
larva de segundo estadio no inicio da penetragéDetlhe da regido destacada em B mostrando
células em divisao no processo de inducao da galina.Nucelo induzidoit = tegumento interndoc
= espaco loculaov = évulo ndo galhado.
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Figura 19. Ovulos deP. bipinnatifidumem processo de formac&o de galha. A- Conjunto deév
galhados, setas apontam as larvas dentro das gBfiastalhe da regido destacada em A: galha com
larva no meio de 6vulo induzido e elementos deruan@na da parede ou septo locular. C- Detalhe da

regido destacada em B: larva inserida no tecidoaald (células hipertrofiadas e em processo de
divisdo).iov = tecido do 6vulo induzido pela lanipa = elementos de parénquima induzide.larva.

46



Figura 20. Ovulos galhados de bipinnatifidum A-B. Conjunto de galhas contendo larvas de
Eulophidae sp. de terceiro estadio. C. Detalhedgdio destacada em A, Larva dentro de galha, sélula
vegetais ricas em reserviand = elementos de parénquima induzide.larva.
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4.4 Bephratelloides pomorum — Annona crassiflora

Ovo

Bephratelloides pomoruigeralmente oviposita em frutos de 30-35 dias. ©®(@v20 dias
apos oviposicao) € de formato eliptico [comprimenfesvio Padréo: 0,372 = 0,056, largura
0,181 = 0,025 mm; N=20], com um pedunculo 5 a 8&senaior que o comprimento do ovo
(Figura 21 A-B).

Os ovos séao colocados dentro do endosperma da teeerandesenvolvimento (Figuras
22B; 23A-C). O ovipositor é inserido indiscriminagiente na semente, sendo observado
cicatrizes e ovos ancorados em regides difererdesethente (Figura 22A-B). O ovo fica
sempre ancorado pelo pedunculo na parte interrtéginen da semente. Podem-se encontrar
varios ovos em uma mesma semente. Ndo houve djfyewmisuais entre as sementes

ovipositadas e ndo ovipositadas (Figuras 22 B-@:Q3% 23 G-I).

Larvas

Foram encontradas trés capsulas cefalicas duratgsemvolvimento da larva, indicando a
ocorréncia de quatro estadios larvais. Todos @gliest apresentam 15 segmentos, incluindo a
capsula cefédlica bem definida com mandibulas qmétdas (Figuras 21 C-F). O primeiro
estadio larval tem duracdo mais longa. O crescinkmval do segundo ao terceiro estadio é
bastante acelerado. Nos Ultimos estadios larvaisteoursos da semente sdo rapidamente
consumidos.

O primeiro estadio larval foi observado entre 25° e 35° dia apdés a oviposica
(comprimento: 0,820 + 0,170; largura: 0,136 = 0,048; N= 12 - Figura 21C). A larva se
localiza geralmente dentro do endosperma (FigusaB-E). Em alguns casos estava inserida
dentro do embrido da planta, sem impacto aparefiguré 24). Neste estadiforam
observadas sementes com mais de uma larva. Nadfdréndas visuais entre sementes
parasitadas e ndo parasitadas (Figuras 24A-B e C-D)

O segundaestadiolarval foi observado entre o0 43° e 47° dia (comprime2@61 + 0,806;
largura: 0,658 + 0,242 mm; N= 12 - Figura 21D). fdefase o embrido da semente ocupa a
maior parte da cavidade seminal. Foram observaaaasl consumindo parte do embrido e do

endosperma (Figuras 25 e 26). Geralmente o atagemmente se inicia pela regido proxima ao
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Figura 21. Estadios imaturos d& pomorumA- ovo, seta aponta o pedunculo. B- Larva dedtro
cérion do ovo, seta aponta o pedunculo. C- 1°iihateal (35 dias). D- 2° instar larval (43 diasgta
aponta a capsula cefalica do instar anterior aaeridcorpo. E- 3° instar larval (50 dias); setastgm

a capsulas cefélicas dos dois instares anteridergdas ao corpo. F- 4° instar larval (57dias).
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Figura 22. Sementes dA. crassifloraem estadio em qu& pomorunoviposita. A- Semente

ovipositada, setas mostram cicatrizes de ovipo$toC€orte longitudinal de semente ovipositadaa set
mostra local do ovo. C- Semente ndo ovipositadanesma idade de Bmb= Embrido da plantan

= Endosperma.

suspensor do embrido (Figuras 27B-C). Nao ha difa® visuais entre sementes
parasitadas e ndo parasitadas (Figuras 25A-C é=25D-

O terceiro estadidarval foi observado entre o 48° e 50° dia (comprimeftat0 + 1,191;
largura: 1,335 + 0,252 mm; N= 10 - Figura 21E-Fp quarto estaditarval foi encontrado
entre 0 54° e 60° dia apds a oviposicdo (comprimeéh086 + 1,515; largura: 2,366 + 0,415
mm; N= 20 - Figura 21F). O consumo da semente moate a cavidade onde se encontra a
larva se expande (Figuras 27E-F) até ocupar apegamente 80% do volume da semente
(Figura 28). A larva atinge seu tamanho maximo mex@a a formagéo da pupa. Exceto o
consumo dos tecidos da semente, nao foi obsendsslagdes morfolégicas das células ou
indicios de inducéo de galha na semente (Figura 27)
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Figura 23. Sementes dA. crassifloraovipositadas e ndo ovipositada BrpomorumA-
Semente recém ovipositada. B- Detalhe da regi&achkta em A, localizacdo do ovo dentro do
endosperma. C- Detalhe localizagdo do ovo. D- Sesveam larva de primeiro estadio. E- Detalhe da
regido destacada em D, larva dentro de endospearsandente. F- Detalhe localizagéo larva. G-
Semente ndo parasitada. H- Detalhe da regido déstamn G, detalhe tecidos semente ndo parasitada.
I- Detalhe endosperma semente ndo parasitedia.Endospermaee+mt= endotesta + mesotestan

= Embrido internoet = exotestal = Larva.tg = tégmen.
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Figura 24. Corte longitudinal sementes #e crassiflora A- Semente ndo parasitada com
cotilédones do embrido em crescimento. B- Semearssjtada em mesmo estadio de desenvolvimento
gue em A. C- Detalhe da regido destacada em B amokira larva inserida no embrido da planta. D-

Detalhe da regido destacada em C indicando a keamia= Embrido da plantaen= Endospermd.=

Larva.
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Figura 25. Sementes dA. crassifloraovipositada e ndo ovipositada garpomorumA- Semente com

segundo instar larval. B- Detalhe da regido dedtean A mostrando a larva dentro de endosperma da

semente. C- Detalhe larva. D- Semente ndo parasitadetalhe da regido destacada em D. F- Detalhe
dos tecidos em Een= Endospermd.= Larva.
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Figura 26. Semente d@A. crassifloraparasitada pd8. pomorumA- Semente com larva de segundo
estadio. B- Detalhe da regido destacada em A damva consumindo o embrido da planta. C- Detalhe
da larva.ed= Endospermaee+mt= Endotesta + Mesotest&n= Embridol = Larva.et= Exotestal

= Larva.tg = Tégmen.
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Figura 27. Cortes longitudinais de sementesAderassifloraem estadios avangados de

desenvolvimento. A- Semente ndo parasitada. B- Senparasitada com larva de segundo estadio. C-
Detalhe da regido destacada em B com a larva candarambrido da planta. D- Semente ndo
parasitada. E- Semente atacada com larva de teestadio. F- Semente atacada com larva de quarto
estadio.
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Figura 28. Semente dA. crassifloracom larva de quarto estadio. A- A semente foi quaisgmente

consumida pela larva. B- Detalhe da laem= Embrido. = Larva.te = Testa.
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4.5 Megastigmus transvaalensis — Schinus terebifdhis

Ovo

A fémea adulta oviposita em frutos de aproximadaene® dias (Figura 29A). O
embrido da planta se encontra em forma cordiformmen@ inicio da fase cotiledonar. O
ovipositor atravessa 0 exocarpo, 0 mesocarpo, ocango e a testa, deixando uma cicatriz
(Figura 29B). O local onde a fémea insere o oviposiaria, mas o ovo € depositado sempre
entre o tégmen e o endosperma (Figuras 29C-D,(3Bpedunculo do ovo é fixado a parede
interna do tégmen da semente. O ovoMletransvaalensigcomprimento: 0,228 + 0,037;
largura: 0,109 + 0,014; N=19 Figura 30A) é eliptigmntiagudo na extremidade distal e
achatado lateralmente, com um peddnculo de aproleimante trés vezes o seu comprimento.

Os ovos podem se encontrar solitarios ou em grd@@® maximo quatro por semente.

Larvas

As curvas de crescimento e frequéncia de tamanban@straram resolugdo suficiente
para delimitar estadios larvais por meio do tamatdaorpo (Figuras 32-33). O tempo de
desenvolvimento larval del. transvaalensi® de 20 a 25 dias a partir do dia da oviposicao.
Todos os estadios apresentaram aparelho bucahigado (Figuras 30B-D) e apresentaram
muda em duas ocasifes, permitindo a determinac&ésimstares larvais

O primeiro estadio larvafoi observado entre 3 e 5 dias apds a oviposig@imgrimento:
0,410 + 0,133; largura: 0,216 + 0,085 mm; N= 20iguFa 30B). As larvas deste estadio
consomem o endosperma, sem, no entanto, compromdesenvolvendo da semente (Figuras
34A-B e 34C-D).

O segundo estadio larvdibi observado entre 5 e 8 dias ap0s a oviposig@imgrimento:
1,012 + 0,375; largura: 0,411 £ 0,151 mm; N= 25iguFa 30C). O embrido da planta se
encontra em fase cotiledonar. A larva pode atacambrido nesta fase, mas na maioria dos
materiais observados a larva estava se alimentaind@a do endosperma (Figuras 29E; 35A-
B).

O terceiro e ultimo estadio larval tem 13 segmeantwporais e foi observado entre o 10°
e 15° apos a oviposicao (comprimento: 3,427 = Q,868ura: 0,889 *+ 0,218 mm; N= 40 -
Figura 30D). As larvas deste estadio atacam o @ml#j posteriormente, consomem quase

toda a semente (Figuras 29F; 35C).
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Figura 29. A- Fémea déVl. transvaalensigvipositando em fruto d8. terebinthifoliumB- Semente
com marca de oviposicao no tegumento (seta). Ge@@nsversal semente com ovo (seta). D- Detalhe
do ovo dentro da semente. E- Corte transversalrgeraem larva de segundo estadio e embrido em

fase cotiledonar. E- Fruto predado pela larva deete estadioemb= Embridol = Larva.ov= Ovo.

Figura 30. Estadios imaturos dd. transvaalensisi- ovo. B- Larva de primeiro estadio. C- Larva de

segundo estadio. D- Larva de terceiro estadio.upaP

59



Figura 31. Semente d8. terebinthifolius recémvipositada poM. transvaleensisA- Semente

com embrido da planta e ovo. B- Detalhe do localwin C- Detalhe do embridee= Endotestaen=
Endospermaem= Embrido internoet= Exotestamt= Mesotestanu= Nucelo.tg = Tégmenov =
Ovo.
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Figura 32. Curvas de crescimento larval Begastigmus transvaalensisilizando o

comprimento total e a maior largura do corpo ensdlas arvores estudadas.
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Figura 33. Distribuicao de freqiiéncia do comprimento e laagiw corpo das larvas té

transvaalensislissecadas em duas das arvores estudadas.



Figura 34. Comparacao semente 8eterebinthifoliustacada e nao atacada por

transvaalensisA- Semente com larva. B- Detalhe da localizagdtadva dentro do endosperma. D-
Semente normal. E- Detalhe dos tecidos da sementgahen= Endospermam= Embrido interno.
et= Exotestal = Larva.nu= Nucelo.te = Testatg = Tégmen.
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Figura 35. Corte longitudinal de sementes Sleterebinthifoliuxom larvas d&/l. transvaalensis
A-. Semente com larva de primeiro estadio. B- Detala larva de primeiro estadio consumindo o
endosperma da semente. C- Semente com larva égdezstadio. 0 endosperma e o embrido da planta
foram consumidos quase totalmente pela lawa.Endospermaed = Endocarpo. mes= Mesodermio.
= Larva.te = Testa.
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5 DISCUSSAO

5.1 Pegoscapusp.-Ficus citrifolia

Os resultados obtidos nos experimentos com e sdmizagdo confirmam que a
formacdo da galha nesta espécie € altamente deperdiepolinizacéo e fertilizagdo (Jansen-
Gonzalez et al., 2012). As vespgesgoscapusp. sao afetadas pela auséncia de polinizacdo em
dois niveis: ao nivel de inflorescéncia (siconmglo aumento da probabilidade de aborto do

siconio e ao nivel de flor, pelo aumento da mat&ale larval nos sicénios que nao abortam.

Ao nivel de inflorescéncia (sicbnio), o mecanisnepehde da capacidade da planta de
abortar as inflorescéncias nao polinizadas. Osrarpatos mostraram que essa capacidade
pode variar entre individuos, com individuos quertm a maioria (individuos 1 e 2), ou
nenhum (individuo 3) dos sicénios ndo polinizaddssconhece-se porque esta diferenca, mas

poderia estar relacionado a variacdo genética entndduos da populacao d@ecitrifolia.

Ao nivel de flor, na auséncia de polinizacdo, houwa reducédo do sucesso reprodutivo
da vespa, devido a maior mortalidade larval. ApassdePegoscapusp. aparentemente se
especializaram em induzir a galha no endospermasddaGonzalez et al., 2012). Isso

explicaria 0 menor sucesso do desenvolvimento llamelores ndo polinizadas.

A polinizagédo, entdo, garante recurso a prole endima probabilidade de aborto do
siconio, Assim, estabilidade dessa interacdo iAgkaiota € provavelmente garantida pelo fato

da vespa depender da polinizagéo para seu suegssdutivo.

Estes mecanismos contrariam a ideia que a estdlido mutualismo € devida a um
mecanismo de punicdo por parte da planta (Jandérre, 2010). O sistenfzegoscapusp.+.
citrifolia oferece uma alternativa a esta visdo, pois o metanfisiolégico natural da planta
de abortar flores ou inflorescéncias que nao fogohnizadas, conjugado com a alta
dependéncia da polinizagéo por parte da vespa pedphtar o surgimento e manutencao do

mutualismo vespa-figueira.

E muito provavel que os mesmos mecanismos obsesvamsistem#egoscapusp.+.
citrifolia se apliquem para outras espécies de vespas-dedigo polinizacdo ativa. No
entanto, estudos recentes determinaram que aigaeiesde aborto de siconios néo polinizados
varia entre as espécieseieuscom polinizacdo ativa (Jandér e Herre, 2010). Tamiéetade
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das espécies de vespas de figo sdo polinizadosasvas. Diferente da polinizacdo ativa, na
qual a fémea tem certo controle sobre a deposiggmiegn, na polinizacdo passiva a deposi¢cao
do polen é aleatdria e direcionada por especidieamorfolégicas dos estigmas das flores que
favorecem a polinizacao e fecundacéo de floress@®s. Desta forma, a chance de um ovo ser
depositado em uma flor ndo fertilizada € maior ema @spécie com polinizacdo passiva, o0 que
levaria a selecionar a capacidade da larva se d@senem flores ndo fertilizadas. Isto vai em
concordancia com estudos que sugerem que a egdra@dormacdo da galha por parte de
espécies com polinizacdo passiva pode ser diferdate existem estudos no desenvolvimento
em espécies com este tipo de polinizacdo, masssabee sdo capazes de galhar flores néo

polinizadas (Jousselin et al., 2004).

Uma questdo aberta a investigacdo seria defirilsqeicomo as larvas de espécies com
polinizacdo passiva exploram os recursos em fliemtiizadas e nao fertilizadas. Do ponto de
vista evolutivo, a condicdo ancestral do modo deigacdo emFicus (ativa ou passiva) é
dubio (Cruaud et al., 2012) o que acrescenta ssaglzgle de um estudo em uma espécie com

este tipo de polinizacdo para revelar a origemedesttualismo extremo.

5.1ldarnes sp.Ficus citrifolia

As estratégias de exploracdo de recursos por matédarnes sp. apontam trés
semelhancas principais com as estratégid®descapusp., polinizadora dE. citrifolia. Uma
primeira é o estadio de desenvolvimento do sicémoque oviposita: durante a fase receptiva
das flores pistiladas. Uma segunda semelhanca@&hbzhcdo do ovo dentro do ovério da flor
pistilada: entre o nucelo e o tegumento internogmaada do canal do estilete. Esta posicao é
exatamente igual ao local onde a polinizad®goscapusp. deposita o ovo (Jansen-Gonzélez
et al., 2012). E finalmente, a forma como o ovifmrsé inserido a través do canal do estilete,

mesmo com a oviposicao realizada pelo lado dedorfigo.

Depositar o ovo no mesmo local da polinizadoraserin o ovipositor da mesma forma
pode estar relacionado com duas adaptacoedadeessp. Uma primeira estaria relacionada
em contornar as defesas da planta imitando o palior. Desta forma, qualquer defesa da
planta que eliminasse 0s ovos tharnes sp. também eliminaria 0os ovos da espécie

polinizadora mutualista.
A insercdo do ovipositor através do estilete pedediacdo com evitagdo de competicao
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com outras vespddarnese com a polinizadora. Durante a oviposi¢cédo ha pega do tecido e

o estilete fica com uma cicatriz. Por meio da ipderdo ovipositor através do estilete a vespa
pode avaliar se a flor esta ocupada. Se estivgraoley a oviposicdo n&do acontece, mas se
estiver livre a oviposi¢cado acontece e as secreg@eparelho reprodutor da fémea junto com o

dano no tecido servirdo para indicar fémeas sulesegsi que a flor esta ocupada. Esta evitacédo
de competicdo é apoiada pela observacdo de um omcaleldarnespor flor em todas a

dissecac0es e cortes histoldgicos.

O modo de insercdo do ovipositor e local do ovo s@®mnecessariamente caracteristicas
compartilhadas com outras espécies galhad@gasophaga sycomod um galhador enf.
sycomorusque oviposita ao mesmo tempo que o polinizadoril(@alal., 1970). Mesmo
ovipositando por dentro fig&. sycomorinsere o ovipositor através do pedunculo da flor e
deposita 0 ovo no interior do nucelo. Espéciestofipasitas do génerhilotrypesisem F.
sycomorusou ldarnes grupo carme em F. citrifolia ovipositam pelo lado de fora do figo
atravessando o pedunculo floral (Joseph, 1958; @omgt al., 2009; Elias et al 2012). Estas
diferencas em modo de oviposicao indicam a flexibde evolutiva e adaptacdo a diferentes
tipos de vida, permitindo-lhes ocupar varios nictlestro da complexa comunidade de vespas
gue se desenvolvem dentro do figo.

Quanto a formacédo da galhdarnessp. apresenta uma estratégia difererRegoscapus
sp. Idarnes apresenta uma forma mais agressiva de galhar,ijegompe 0S processos
embriolégicos da planta. Esta interrupcao foi emidepois foi impossivel observar embrido
vegetal e endosperma em formacgé&o junto com a tavdarnes A estratégia para formar a
galha emldarnesparece depender da inducdo rapida do tecido indepgamente de se este
deriva de fertilizacdo (embrido, endosperma) ou(néoelo). Esta estratégia permitelarnes
se desenvolver tanto em flores polinizadas quaéto polinizadas. O uso do nucelo como
principal fonte para a formacdo da galha € conlpaddo com $cophaga sycomorm F.
sycomorusAmbas as espécies sdo capazes de evitar o almiftgos ovipositados que nao
foram polinizados. Depender do nucelo como princspdstrato para a galha parece ter uma

relacdo com a capacidade de estas espécies deoeatiarto do figo.

5.3 Eulophidae sp.Philodendron bipinnatifidum

O estudo histologico demonstrou que a espécie dephidae sp. € um galhador

especializado nos 6vulos Bebipinnatifidum Este fato contrapfe ao relato prévio de predacao
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de sementes e solimoesensea Guiana Francesa (Gibernau 20&2jlophidae ndo depende
da fertilizacédo para iniciar a formacéo da galltane a capacidade, em alguns casos, de evitar

0 aborto da inflorescéncia quando esta ndo € patiai.

No entanto, a polinizacdo apresenta efeitos catdraabs para as vespas de Eulophidae
sp. Por um lado, as inflorescéncias polinizadasesgmtam menor probabilidade de ser
abortadas, o que € conveniente para a vespa. Rorlado, a polinizacdo afeta negativamente
0 numero de galhas produzidas quando comparadtmeesténcias ndo polinizadas que foram

retidas.

Nao foi possivel explicar diretamente por que ainmacdo poderia afetar o
desenvolvimento da vespa, mas a resposta poder@lsteipnada ao processo de formacao da
galha. A larva de primeiro instar permanece no@spacular da flor por mais de 15 dias apés
a oviposicdo. Esse tempo € suficiente para ocerrertilizacdo nos 6vulos e dar inicio ao
desenvolvimento de sementes. Este desenvolvimetai ia formacdo de paredes densas
envolvendo esses Ovulos fertilizados. Como o ségumasso na formacdo da galha é a
penetracdo das paredes do 6vulo, as larvas evipedetrar ou serdo incapazes de penetrar
ovulos fertilizados e preferirdo penetrar aquelas gao foram fertilizados. Isto explicaria
porque na natureza e nos experimentos encontraansentes e galhas se desenvolvendo em

um mesmo fruto.

Outra explicacdo poderia estar relacionada a unssiyel capacidade das fémeas
ovipositoras de reconhecer as flores fertilizada®mo vespas fémeas ovipositam durante a
fase receptiva da flor, é dificil saber se estas cspazes de discernir entre flores em que
ocorreu fertilizacdo daquelas em que ndo ocorrdiliZacédo, pois € desconhecido o tempo
necessario deste a polinizacdo ate a fertilizagésado embrionario paRhilodendron Este
intervalo pode durar desde uns poucos minutos a@tesvdias segundo a espécie (Lestern
2004).

Na natureza, Eulophidae sp. pode encontrar um alistaculo quando a polinizacédo
acontece. A grande diferenca de tamanho entreautmepolinizador (3-4 cm comprimento) e
a vespa (2-3 mm comprimento) e a tendencia de ees&bios besouros dentro da estrutura da
inflorescéncia, podem impedir a chegada das vespgsorcao com flores femininas (mais
basal) da inflorescéncia. As vespas teriam intesvde tempo muito pequenos limitados antes
da chegada ou estadia dos besouros dentro daesd@rcia.
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No entanto, foram encontradas em ambiente nataflirescéncias abortadas (ndo
polinizadas) ou com poucas ou nenhuma sementese tp@das as flores galhadas, sugerindo a
auséncia de polinizador em alguns periodos dadestde floracdo d®. bipinnatifidum A
manutencgéo da populacao de Eulophidae sp. egtaiiada aos pequenos intervalos de tempo
em momentos de abundéancia do polinizador e a sltesvem que o polinizador encontra-se

completamente ausente na area.

A irregularidade de chegada de polinizador, condaneom as limitagbes que impdem a
fertilizacdo do saco embrionario e subsequentesdofio da sementes podem ter exercido uma
importante pressao seletiva para Eulophidae sgngelrer uma estratégia de formacao de

galha independente da polinizacao.

5.4 Bephratelloides pomorum - Annona crassiflora

Nesta espécie, a oviposicdo é realizada quandmanse esta em uma fase inicial e o
embrido vegetal estd em inicio do desenvolvimeN&sta fase a qualidade nutricional da
semente € menor, pois 0 endosperma estd em inéciforchacdo. Assim, a larva d&.
pomorumseria selecionada para se alimentar inicialmeatsethente sem afetar os processos
embriologicos. O ataque por parte da larva comegeste quando o embrido vegetal ocupa a
maior porgcdo da cavidade seminal e a semente amgximadamente o seu tamanho final.
De fato, o primeiro estadio larval tem duracdo maisga, possivelmente a espera dos

processos de formacgao e crescimento da sementeracor

A estratégia de exploracdo de recurso8dpomorumé encontrada em outras espécies
de Eurytomidae. O géner®ruchophaguspreda sementes de varias leguminosas de
importancia econdmica (Batiste, 1967). De formaedkante &B. pomorumas fémeas dBr.
kolobovaepreferem ovipositar em semented.déus corniculatugm um estadio intermediario
de desenvolvimento e o consumo da semente ocomergse em fases mais avancadas do

desenvolvimento (Batiste, 1967).

Bephratelloides pomorumé&o € especialista em relacdo ao hospedeiro. espkcie é
reportada enA. muricatae A. squamosap que indica que a estratégia de predacdo permite a
espécie de vespa explorar varias espécies do g&mexana O mesmo caso acontece com
espécies dBruchophagusBr. kolobovaeexplora sementes d®tus corniculatu® L. tenuis e

Br. rodii pode atacaWedicago sativa M. hispida(Batiste, 1967).
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Do ponto de vista evolutivo ndo existem trabalhadadionando espécies de
Bephratelloidesom as déAnnonanem deBruchophagusom espécies de leguminosas. Seria
importante ver o quao especificas sdo outras espdeistes géneros e se fatores ecolbgicos ou
de distribuicao influiram na selec@o de hospedeiro.

5.5Megastigmus transvaalensisSchinus terebinthifolius

Esta espécie apresenta uma estratégia de explaragém similar a deB. pomorumA
oviposicao é feita em uma fase de desenvolvimentcal da semente, a larva consume tecido
sem afetar as etapas iniciais da embriogéneseaéminte, consome todos os tecidos quando o
embrido vegetal ja estad formado. Este padrao enazie emM. nigrovariegatusque preda

sementes dRosa rugosgRosaceae) na América do Norte (Milliron, 1949).

Megastigmus transvaalensgsuma espécie originaria da Africa, onde preda steaale
plantas do géner&hus (Anacardiaceae) (Sheffer e Grissell, 2003). No r@otando ha
conhecimento da biologia da espécie dentro de sem rativa. Provavelmente 0 processo
encontrado ens. terebinthifoliusdo difira do que acontece &hus e talvez seja a razao pela

qualM. transvaalensisenha se adaptado a um novo hospedeiro na América.

A estratégia de predacdo de sementes adotadaVipdransvaalensispoderia ser
considerada de generalista, pois parece ser cappredar sementes & terebinthifoliusa
América, e S. mollee Rhussp. na Africa (Sheffer e Grissell, 2003). No ertardentro do
campus da USP Ribeirdo Preto ndo foi encontiddransvaalensisatacando sementes de
Schinus molleuma espécie ornamental (obs. Pess.). Estudaws$upoderiam revelar porque
M. transvaalensi$oi capaz de mudar de hospedeiro entre géneros entée espécies de um
mesmo género nesta regido. Isto da ideia de qoeraafde explorar o recurso por parte da
larva ndo € o unico determinante na capacidadeoldaizar novas plantas hospedeiras por
parte de insetos fitéfagos. Outros fatores comecsel de hospedeiro por parte da fémea,
variacdo genética da populacdo de vespas e diglibgeografica de potenciais plantas
hospedeiras podem influir na troca de hospedeBeméys e Chapman, 1994).

Da mesma forma que coBephratelloidesn&do existem estudos relacionando planta e
hospedeiro no caso do géndviegastigmus O género € cosmopolita e ataca sementes de

angiospermas e gimnospermas, 0 que o torna um glegrande interesse para um estudo

comparativo a futuro.
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5.6 Exploracéo de tecido reprodutivo em Angiosperp@ Chalcidoidea

O desenvolvimento larval das cinco espécies estaisdaavelou trés fatores determinantes
para a exploracdo de sementes em Chalcidoidea, @aavelmente sdo validos para outros
insetos holometabolos. O primeiro fator € a potipdo e fertilizagdo na flor pistilada,
processos que levam a formacao da semente e aumamédencao das estruturas reprodutivas
(ovarios). O segundo fator esta relacionado aosegems ontogenéticos dentro dos ovarios da
flor. E o terceiro, relacionado aos anteriores,ndomento em que a fémea adulta oviposita. Os
recursos explorados, assim como as estratégiasadib pela larva dependem destes trés

fatores.

Carateristicas na fémea (i.e. escolha do momentwigesicédo, escolha de hospedeiro,
modo de oviposicao, etc.) definirdo os recursos osngue a larva vai se encontrar uma vez
eclodida. Quando a oviposicdo € realizada em seseatn fase mais avancada de
desenvolvimento, a larva tera acesso prontamemtwiaria dos recursos de uma semente
madura. Assim, a selecdo atuaria de forma maimsateas fémeas adultas, em favor da
capacidade de discriminar sementes com melhorastesisticas para o desenvolvimento das
larvas. Dentro da semente, haveria menor presdétivaepara as larvas desenvolverem
estratégias complexas e elaboradas, o que explicaonsumo indiscriminado dos tecidos da

semente nestes casos (Desouhant, 1998; Osterdgafyl 20

Em Hymenoptera, Diptera e alguns Lepidoptera aat@gfia envolve a oviposicdo em
estadios preliminares a formacdo da semente (Millit949; Brody et al., 1992; Pereira et al.,
1997; Holland e Fleming 1999). O recurso nestessa@&sta em forma potencial, pois 0s
tecidos ndo estdo formados e dependem de procedgsodependentes e sequenciais. Isto
exerceria pressdes seletivas que promoveriam avemtp de estratégias complexas na larva e
na fémea adulta, que permitiiam se ajustar aogeps®S ontogenéticos das estruturas
reprodutivas da planta e explorar os recursos dmafamais eficiente. O presente estudo
demonstra que nestes casos a larva ndo consonseriminadamente os tecidos dentro da

semente, e sim induz e modifica o tecido circurelargeu favor.

As estratégias dentre os sistemas planta-insaidagkis neste trabalho envolvem ataque
direito a semente ou 6vulos da planta e podem eseridas em trés grupos principais: 1-
fémeas adultas que ovipositam e polinizam no momelst receptividade do gineceu,
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promovendo a formacdo da semente até um estadialjré que depois € alterado em favor do
inseto Pegoscapusp.); 2- fémeas adultas que ovipositam no momeatcedeptividade do
gineceu, com polinizacdo e embriogénese aindaquotecer e capazes de galhar os 6vulos da
planta independentemente da fertilizacdo aconfgdarnessp. e Eulophidae sp.); 3- fémeas
qgue ovipositam em frutos e sementes em processorm@cao. Neste caso, a polinizacéo ja
aconteceu, diminuindo o risco de aborto, e 0os sesuexplorados provém da semente ja em
processo de formaca®dégastigmus transvaalensesBephratelloidessp.). Cada tipo oferece

cenarios diferentes e exige estratégias variadlatidas nos sistemas estudados.

Em Pegoscapussp., a fémea adulta desenvolveu caracteristicaacioabhdos a
polinizacdo. A vantagem adaptativa, neste casa,ligsida ao fato do predador de sementes ser
ao mesmo tempo polinizador da planta hospedeira, estratégia surgida em pelo menos 7
linhagens de insetos (Dufay e Anstett, 2003) e a&mientro da superfamilia Chalcidoidea
(Gibson, 2006). Polinizando, a fémea adulta garamteursos as larvas e diminui a
probabilidade de aborto do figo. Assim,, a larvaseiwolveu estratégias de exploracao
intimamente ligadas aos processos iniciais de egémnese na planta (Jansen et al., 2012).
Quando a larva d@egoscapusp. se desenvolve em flores nao fertilizadas, aséda seu
desenvolvimento e aumenta a mortalidade, mesmadquafigo é retido. Os fatores limitantes
de polinizacdo e fertilizagdo sdo superados comolmipacdo feita pelo adulto e com
adaptacOes aos processos embriologicos da semerwva. Este conjunto de estratégias
seguidas poPegoscapusp. podem ser compartilhadas com outros sistemasgatisticos que
combinam polinizagao pela fémea adulta e ovipostgifior polinizada em outras ordens de
holometabola onde a biologia larval € desconheeidadetalhe (Brody, 1992; Pellmyr, 1989;
Thompson e Pellmyr, 1992; Holland e Fleming 1998ljnfyr, 2003; Jansen-Gonzalez et al.,
2012).

De maneira alternativa, fémeas das outras quatpéces estudadaddarnes sp.,
Eulophidae sp.M. transvaalensise Bephratelloidessp. n&o polinizam. A polinizacdo €
realizada por outros agentes, 0 que resulta ens@eesseletivas diferentes e, por tanto,

estratégias de oviposicao e exploracdo de recdiferentes.

Individuos das espéciédarnessp., Eulophidae sp. exibem um conjunto de adapsacte
que permitem as larvas explorar recursos indepéshemte da polinizagdo. De acordo com 0s
resultados obtidos, essas vespas ovipositam duadake receptiva e sdo capazes de galhar os

tecidos vegetais e evitar, em alguns casos, o0 ahdat inflorescéncia na auséncia de
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polinizacdo. Sao desconhecidos os mecanismos pplags o aborto da inflorescéncia
ovipositada € evitado, mas poderiam estar reladmmaom substancias secretadas pelas
fémeas adultas e larvas em desenvolvimento (Mill@68; Ramart al.,2005). Estas espécies
dependem indiretamente da polinizagéo, pois estandi a probabilidade de aborto da
inflorescéncia, mas desenvolveram estratégias\ad aé larva que Ihes permitem independer

dos processos embriologicos subsequentes a fegéilizdo 6vulo de planta.

Em insetos galhadores, € bem documentada a inmgdsecrecdo de substancias na
planta que favorecem o crescimento dos tecidosedorrdo inseto em desenvolvimento.
Dentre as substancias encontram-se promotores tdeeduladores, como auxinas e
giberelinas, relacionadas com a divisédo celulaesaimento de tecidos (Elzen, 1983; Dorchin
et al., 2009). Em Hymenoptera, desconhecem-se cetalhé o tipo de substancias que
espécies galhadoras injetam nos tecidos plantgetesas, mas seus efeitos ndo diferem dos
encontrados em galhadores de outras ordens (R&086). Idarnessp. e Eulophidae sp.
devem fazer uso de substancias similares que gemaiterar a conformacao dos tecidos. Para
0 caso dddarnessp., o fato da densidade de galhas aumentar alplidade de retencédo do

figo sugere um efeito acumulativo das possiveistéimgias secretadas.

As espéciesMegastigmus transvaalensie Bephratelloides pomorumapresentam
convergéncias em suas estratégias, demonstrando egpécies de grupos distantes
filogeneticamente M. transvaalensisem Torymidae eB. pomorumem Eurytomidae)
responderam a pressdes seletivas similares emiesie Angiospermas tambéem afastadas
filogeneticamente Schinus terebinthifoliusem Anacardiaceae @énnona crassifloraem
Annonaceae). O fato destas duas espécies de vesqas capazes de infestar sementes de
outras espécies de plantas dentro do mesmo géandemndlia de sua planta hospedeira sugere
ainda que o conjunto de estratégias utilizadasrémeoo generalismo. Esta convergéncia
poderia estar presente em outras espécieMeatmstigmus(Torymidae), Bruchophaguse
Eurytoma (Eurytomidae) onde as fémeas também ovipositam artosf em estadios
intermediarios de desenvolvimento (Batiste, 196uglge 1941, 1971; Huffman, 2002;
Milliron, 1949).

Enquantoldarnessp. e Eulophidae sp. agem como galhadores espadas em 6vulos
de plantasPegoscapusp.,B. pomorume M. transvaalensisitilizam a semente como recurso
com uma estratégia equivalente a adotada por algea®s parasitoides (Vinson e Ilwantsch,

1980; Bekage e Gelman, 2004). De fato, pode sév f@n paralelo entre dois tipos de
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estratégias seguidas por estes insetos e as sequadRegoscapusp., B. pomorume M.
transvaalensisUma primeira estéa relacionada a capacidade decezhar o desenvolvimento
do hospedeiro desde o inicio, similar ao que acente sistemd&egoscapusp. - Ficus
citrifolia. Pegoscapusp. permite que processos embriolégicos normaistacam até a fase
em que o endosperma comeca a se celularizar. ik gairto embrido da planta é eliminado e a
galha € induzida a partir do endosperma, com acumbelsubstancias nutritivas em células
hipertrofiadas. Esta estratégia permite manter raesee em seus processos iniciais de
formacao para depois altera-la em beneficio dodufesp

Uma segunda estratégia ndo redireciona o desemesit® do hospedeiro e permite seu
desenvolvimento normal; o ataque foca-se nas wdtifases de desenvolvimento, quando o
hospedeiro ganhou tamanho e valor nutricional ®mufie. Esta estratégia € similar a
encontrada nos sistemis transvaalensis- S. terebinthifoliuse B. pomorum -A. crassifolia
As larvas permanecem dentro do endosperma senetstadhs, e uma vez a semente atinge a
maturidade suficiente, a larva consome a maiorigqu® se encontra em seu interior. Esta
estratégia mantem a semente com 0 minimo dano vegsgiermitindo 0s processos

embriolégicos continuarem, para depois consuménaesite madura.

As estratégias de consumo de cada uma das espétieladas apresenta uma relacdo
importante com 0 momento de oviposi¢cdo da fémeaviposicdo é realizada em estadios
diferentes de desenvolvimento das estruturas rapvad. A oviposicdo durante a fase
receptiva do gineceu, como faz&wagoscapusp.ldarnessp. e Eulophidae sp., apresenta duas
vantagens. A primeira, a fémea encontra estrutia@ss de penetrar, como flores e ovarios
pouco rigidos. A segunda, a larva eclode envoltatpodos potencialmente favoraveis a
manipulacdo para a formacéo da galha. Sabe-sensgi®s$ galhadores tendem a ovipositar em
partes da planta que facilmente manipulaveis, cotengial de crescimento chamadas de
locais de reacéo (Weis et al., 1988). Assim, caeléslhas verdes, e meristemas apicais sédo
locais comumente atacados por galhadores. No cas®edoscapussp. ldarnes sp. e
Eulophidae sp. atacam 6vulos e sementes, os ceraiuin alto potencial fisiologico e de

crescimento.

Megastigmus transvaalensesBephratelloides pomorunpor outro lado, ovipositam em
sementes, e a oviposi¢cao é realizada em um tenggsprem que a embriogénese da semente
estda em andamento e envoltérios do fruto e senaémii@ ndo sofreram acumulo de estruturas

ou substancias que conferem resisténcia fisicareiBas fisicas em fases finais do
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desenvolvimento do fruto/semente poderia explicay® estas espécies ndo ovipositam em
fases mais avancadas, nas quais a semente jdors@dé. A larva entdo, ao contrario das
outras espécies estudadas, ndo manipulam o hospediirando seu desenvolvimento. A

manipulacéo consiste em evitar ser detectadospiaia e consumir os tecidos sem interferir
na embriogénese da planta. A estratégia larval ipeethe aproveitar os recursos acumulados
pela semente gracas a sua qualidade natural deo“fiseoldgico” sem necessidade de inducgéo

alguma.

Em concluséo, a fertilizacdo da planta pode ndouserpré-requisito para explorar
recursos associados aos tecidos reprodutivos deogpegmas. No entanto, 0S processo
derivados desta podem ter um impacto considerageéstratégias seguidas por vespa adulta e

larva.

As estratégias estudadas sdo muito variadas ebamgloombinacdes de estratégias de
vida, tanto do inseto adulto quanto da larva. Essasitégias permitem contornar as restricoes
impostas pelos processos ontogenéticos da senistoteesta de acordo com a ideia de que
grande parte do sucesso de insetos holometabdlsa&givisdo de ambiente entre larva e
adulto, o que tem levado a regimes de selecédoedifexdos para cada nivel (Truman e
Riddiford, 1999). E esta divisdo que permite uméniexibilidade e adaptacdo as mudancas

do ambiente em que cada estadio (ovo, larva, gdsdtdesenvolve.

Alguns sistemas estudados ndo podem ser chamaahmspredadores de sementes, pois
sdo galhadores especializados, com processos mtlpes da fertilizacdo do saco
embriondrio e posterior embriogénese da planta.o®@fo sistemas de predacdo de sementes
gue refletem a importancia da ontogenia da sememteo fonte de pressdo seletiva. Os
processos ontogenéticos do fruto e da semente colimpados por muitas Angiospermas
puderam dar origem a solucbes convergentes deragftmde recursos. Estes sistemas apoiam
a hipotese que os processos embriologicos da plghianciaram o surgimento de estratégias
de predagédo de sementes em alguns grupos de @déeid Estudos futuros poderao
confirmar se a convergéncia encontrada Mmtransvaalensie B. pomorumse estende a

outros grupos dentro de Chalcidoidea ou até ootdens de Insecta.
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